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=== (54) Title: METHOD FOR ANALYZING NUCLEIC ACID SEQUENCES 

= (54) Bezeichnung: VERFAHREN ZUR ANALYSE VON NUKLEINSAURESEQUENZEN 



(57) Abstract: The invention relates to a method for analyzing nucleic acid sequences by carrying out the following steps: a) hy- 
, bridizing nucleic acid fragments on complementary sequences, which are immobilized on coded supports; b) hybridizing probes on 
\ the nucleic acid fragments that are hybridized in step a); c) sequentially identifying the coded supports and analyzing the probes 
- 1 bound thereto in a mass spectrometer; d) assigning the obtained mass information to the sequences of the utilized probes, and; e) 
i matching the information obtained in such a manner with a database. The inventive method permits the analysis of DNA or RNA 
> and, in particular, the coupling of a highly parallelizable sample preparation method with an analysis method having a high output. 

I (57) Zusammenfassung: Beschrieben ist ein Verfahren zur Analyse von Nuldeinsauresequenzen, wobei man die folgenden Schritte 

- ausfuhrt: a) Hyhridisierung von Nuilemsaurefragmenten an komplementare Sequenzen, welche auf codierten Tragern immobili- 
* siert sind; b) Hybridisierung von Sonden an die in Schritt a) hybridisierten Nukleinsaurefragmente; c) sequentielle Identification 
5 der codierten Trager und Analyse der an diese gebundenen Sonden in einem Mas-senspektrometer; d) Zuordnung der erhaltenen 
) Masseninformation zu den Sequenzen der verwendeten Sonden; e) Abgleich der so erhaltenen Informationen mit einer Datenbank. 

- Das beschriebene Verfahren gestattet die Analyse von DNA oder RNA und insbesondere die Kopplung eines hochparalle-lisierbaren 
" Probenaufbereitungsverfahrens mit einem Analyseverfahren mit hohem Durchsatz. 
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Verfahren zur Analyse von Nukleinsauresequenzen 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Analyse von Nuk- 
leinsauresequenzen. Das Gebiet der Erfindung ist die Ana- 
lyse von DNA oder RNA und insbesondere die Kopplung eines 
hochparallelisierbaren Probenauf bereitungsverf ahrens mit 
einem Analyseverf ahren mit hohera Durchsatz. 

Unbekannte DNA kann charakterisiert werden, indem sie se- 
quenziert wird. Dies ist die praziseste Art DNA zu analy- 
sieren, jedoch ist die Sequenzierung auch sehr aufwendig. 
Nur sehr kurze DNA-Ausschnitte (<1000 Nukleobasen) konnen 
auf einmal sequenziert werden. Wenn DNA Fragmente, die 
grofier als diese 1000 Nukleobasen lang sind, in grolierem 
Umfang analysiert werden sollen, ist es notwendig die DNA 
zu unterteilen, was die Methode verteuert . Ein praktikab- 
leres Verfahren ist es, partielle Information iiber einen 
Array von verschiedenen Ziel-DNAs zu suchen. Ein Array 
mit vielen tausend Ziel-DNAs kann auf einer Festphase im- 
mobilisiert und anschlieliend alle Ziel-DNAs gemeinsam auf 
das Vorhandensein einer Sequenz mittels einer Sonde (Nuk- 
leinsaure mit komplementarer Sequenz) untersucht werden 
(Scholler, P., Karger, A.E., Meier-Ewert, S., Lehrach, 
H., Delius, H. and Hoheisel, J.D. 1995. Fine-mapping of 
shotgun template-libraries; an efficient strategy for the 
systematic sequencing of genomic DNA. Nucleic Acids Res. 
23: 3842-3849). Eine Ubereinstimmung in der Ziel-DNA mit 
der Sonde kommt durch eine Hybridisation der zwei Teile 
miteinander zustande. Sonden konnen beliebige Nukleinsau- 
resequenzen von beliebiger Lange sein. Es existieren ver- 
schiedene Verfahren fur die Auswahl von optimalen Biblio- 
theken von Sondensequenzen, welche minimal miteinander 
uberlappen. Sondensequenzen konnen auch gezielt zusammen- 
gestellt werden, urn bestimmte Ziel-DNA Sequenzen aufzu- 
finden. Oligof ingerprinting ist ein Ansatz, bei welchem 
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diese Technologie zum Einsatz kommt . Eine Bibliothek von 
Ziel-DNAs wird mit kurzen Nukleinsauresonden abgetastet. 
Meist sind hier die Sonden nur B-12 Basen lang. Es wird 
jeweils eine Sonde auf einmal an eine auf einer Nylon- 
membran immobilisierte" Ziel-DNA-Biblipthek hybridisiert . 
Die Sonde. 1st radioaktiv markiert und die Hybridisierung 
wird anhand der Lokalisierung der Radioa.ktivitat beur- 
teilt. Fur die ^Abtastung eines iramobilisierten DNA-Arrays 
sind auch schon fluoreszent mar kie'rte Sonden verwendet 
worden. (Guo,. Z>, Guilfoyle, R.A. , Thiel, A.J., Wang, R. 
and Smith, L.M. 1994. Direct fluorescence analysis of ge- 
netic polymorphisms by hybridization with oligonucleo- 
tides arrays of glass supports. Nucleic Acids Res. 22: 
5456-5465). 

Als Sonden kommen jegliche Molekule in Frage, die se-: 
quenzspezif isch mit einer Ziel-DNA wechselwirken Jconnen. 
Am gangigsten sind Oligodeoxyribonukleotide . Jedoch bie- 
"tet sich jede Modifikation von Nukleinsauren an, z.B» 
Peptide Nucleic Acids (PNA) , (Nielsen, P . E. , Buchardt, 
O., Egholm, M. and Berg, R.H. 1993. Peptide nucleic ac- 
ids/us Patent. 5,539, 082; Buchardt, O. , Egholm, M . , 
Berg, R.H. and Nielsen, P.E. 1993. Peptide nucleic acids 
and their potential applications in biotechnology. Trends 
in Biotechnology, 11: 384-386), Phosphorothioatoligonuk- 
leotide oder Methylphosphonatoligonukleotide . Die Spezi- 
fitat einer Sonde ist sehr wesentlich. Peptide Nucleic 
Acids haben ein ungeladenes Ruckgrat, welches gleichzei- 
tig chemisch sehr stark von der gangigen Zucker-Phosphat 
Struktur des Ruckgrats in Nukleinsauren abweicht. Das 
Ruckgrat einer PNA hat eine Amidsequenz anstelle des Zu- 
cker-Phosphat Ruckgrats gewohnlicher DNA. PNA hybridi- 
siert sehr gut mit DNA komplementarer Sequenz. Die 
Schmelztemperatur eines PNA/ DNA-Hyb rids ist hdher als die 
des entsprechenden DNA/DNA-Hybrids und die Abhangigkeit 
der Hybridisierung von Puffersalzen ist relativ gering . 
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Matrix-assistierte Laser Desorptions/Ionisations Mas- 
senspektrometrie (MALDI) ist eine sehr leistungsf ahige 
Entwicklung fur die Analyse von Biomolekiilen (Karas, M. 
5 and Hillenkamp, F. 1988. Laser desorption ioniztion of 
proteins with molecular masses exceeding 10000 daltons. 
Anal. Chem. 60: 2299-2301). Ein Analytmolekul wird in ei- 
ne lichtabsorbierende Matrix eingebettet. Durch einen 
kurzen Laserpuls wird die Matrix verdampft und das Ana- 

10 lytmolekiil so unf ragmentiert in die Gasphase befordert. 

Durch Stofie mit Matrixmolekulen wird die Ionisation des 
Analyts erreicht. Eine angelegte Spannung beschleunigt 
die Ionen in ein feldfreies Flugrohr. Auf Grund ihrer 
verschiedenen Massen werden Ionen unterschiedlich stark 

15 beschleunigt. Kleinere Ionen erreichen den Detektor fru- 
her als grofiere . 

MALDI. eignet sich ausgezeichnet zur Analyse von Peptiden 
und Proteinen. Die Analyse von Nukleinsauren ist etwas 

20 schwieriger (Gut, I.G. and Beck, S. 1995. DNA and Matrix 
Assisted Laser Desorption Ionization Mass Spectrometry. 
Molecular Bioogy: Current Innovations and Future Trends. 
1: 147-157.) Fur Nukleinsauren ist die Empf indlichkeit 
etwa 100-mal schlechter als fur Peptide und nimmt mit zu- 

25 nehmender Fragmentgrolie uberproportional ab. Fur Nuklein- 
sauren, die ein vielfach negativ geladenes Ruckgrat ha- 
ben, ist der IonisationsprozeJi durch die Matrix wesent- 
lich ineffizienter . Fur MALDI spielt die Wahl der Matrix 
eine eminent wichtige Rolle. Fur die Desorption von Pep- 

30 tiden sind einige sehr leistungsf ahige Matrices gefunden 
worden, die eine sehr feine Kristallisation ergeben. Fur 
DNA sind zwar mittlerweile einige ansprechende Matrices 
gefunden worden, jedoch wurde dadurch der Empfindlich- 
keitsunterschied nicht verringert. Der Empf indlichkeits- 

35 unterschied kann verringert werden, indem die DNA che- 

misch so modifiziert wird, dafi sie einem Peptid ahnlicher 
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wird. Phosphorothioatnukleinsauren, bei denen die gewohn- 
lichen Phosphate des Ruckgrats durch Thiophosphate sub- 
stituiert sind, lassen sich durch einfache Alkylierung- 
schemie in eine ladungsneutrale DNA umwandeln (Gut, I.G. 
and Beck, S. 1995. A procedure for selective DNA alkyla- 
tion and detection by mass spectrometry. Nucleic Acids 
Res. 23: 1367-1373)". Die Kopplung. eines "charge tags" an 
diese modifizierte DNA resultiert in' der Steigerung der 
Empfindlichkeit in den gleichen Bereich wie er. fur Pepti- 
de gefunden wird. Ein weiterer Vorteil von _„charge tag- 
ging" "ist die erhohte Stabilitat der Analyse gegen Verun- 
reinigungen, die den Nachweis unmodif izierter Substrate, 
stark erschweren. PNAs und Methylphosphonatoligonukleoti- 
de sind mit MALDI untersucht worden und lassen sich so 
analysieren. Butler, J.M., Jiang-Baucom, P., Huang, M. , 
Belgrader, P. and Girard, J. " 1996". Peptide , nucleic acid 
■ characterization by MALDI -TOF mass spectrometry. Anal. 
Chem. 68: 3283-3287; Keough, T . , Baker, T.R., Dobson, 
R. L.M., Lacey, M.P., Riley, T.A., Hasselfield, J. A. and 
Hesselbefth, P.E. 1?93. Antisense DNA oligonucleotides 
II: the use of matrix-assisted laser desorp- 
tion/ionization mass . spectrometry for the sequence veri- 
fication of methylphosphonate oligodeoxyribonucleotides . 
Rapid Commun. Mass Spectrom. 7: 195-200; Ross, P.L., Lee, 
K. and Belgrader, P. 1997. Discrimination of single- 
nucleotide polymorphisms in human DNA using peptide nu- 
cleic acid probes detected by MALDI-TOF mass spectrome- 
try. Anal. Chem. 69: 4197-4202). 

Kombinatorische Synthesen (Lowe, G. 1995. Combinatorial 
Chemistry. Chem. Soc. Rev. 24: 309), d.h. die Herstellung 
von Substanzbibliotheken ausgehend von einem Gemisch von 
Vorstufen, werden sowohl auf fester als auch in flussiger 
Phase durchgef uhrt . Vor allem die kombinatorische Fest- 
phasensynthese hat sich fruhzeitig etabliert, da in die- 
sem Fall die Abtrennung von Nebenprodukten besonders ein- 
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fach ist. "Nur die an den Support gebundenen Zielverbin- 
dungen werden in einem Waschschritt zuruckbehalten und am 
Ende der Synthese durch das gezielte Spalten eines Lin- 
kers isoliert. Diese Technik erlaubt auf einfachem Wege 
die gleichzeitige Synthese einer Vielzahl verschiedener 
Verbindungen an einer Festphase und somit den Erhalt von 
chemisch "reinen" Substanzbibliotheken . Daher sind die 
Verbindungsklassen, die auch in nicht kombinatorischen, 
konventionellen Synthesen auf einer Festphase syntheti- 
siert werden, der kombinatorischen Chemie besonders 
leicht zuganglich und werden demzufolge auch breit ver- 
wendet. Dies trifft vor allem auf Peptid-, Nukleinsaure- 
und PNA-Bibliotheken zu. 

Die Synthese von Peptiden erfolgt durch Binden der ersten 
N-geschutzten Aminosaure (z.B. Boc) an den Support, nach- 
folgende Entschutzung und Reaktion der zweiten Minosaure 
mit der f reigewordenen NH 2 -Gruppe der ersten. Nicht rea- ' 
gierte Aminof unktionen werden in einem weiteren "Capping" 
Schritt einer Weiterreaktion im nachsten Synthesezyklus 
entzogen. Die Schutzgruppe an der Aminof unktion der zwei- 
ten Minosaure wird entfernt und der nachste Baustein 
kann gekoppelt werden. Zur Synthese von Peptidbibliothe- 
ken wird ein Gemisch von Aminosauren in einem oder mehre- 
ren Schritten verwendet. Die Synthese von PNA und PNA- 
Bibliotheken erfolgt sinngemafi. Nukleinsaure-Bibliotheken 
werden meist durch Festphasensynthese mit Gemischen ver- 
schiedener Phosphoramidit-Nucleoside erhalten. Dies kann 
auf kommerziell erhaltlichen DNA-Synthesizern ohne Veran- 
derungen in den Syntheseprotokollen durchgefuhrt werden. 

Verschiedene Arbeiten zur kombinatorischen Synthese von 
PNA Bibliotheken sind publiziert worden. Diese Arbeiten 
behandeln den Aufbau von kombinatorischen Seguenzen, d.h. 
die Synthese von PNAs in denen einzelne, spezifische Ba- 
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sen in der Sequenz durch degenerierte Basen ersetzt wer- 
den und dadurch zufallige Sequenzvarianz exreicht wird. 
Die Verwendung massenspektrometrischer Methoden fur die 
Analyse kombinatorischer Bibliotheken ist mehrfach be- 
schxieben worden (z. B. Can, S.A., Benkovic, S.J:, Wi- 
nograd, N. 1996. Evaluation of" Mass Spectrometric Methods 
Applicable to the Direct Analysis of Non-Peptide Bead- 
Bound Combinatorial Libraries. Anal. Chem. 68: 237). 

Es existieren verschiedene Verfahren um DNA zu immobili- 
sieren. Das bekannteste Verfahren ist die Festbindung ei- 
ner DNA, welche mit Biotin f unktionalisiert . ist , an eine 
Streptayidin-beschichtete Oberflache (Uhlen, M. et al . 
1988, 'Nucleic Acids Res. 16, 3025-3038). Die Bindungs- 
starke dieses Systems entspricht einer kovalenten chemi- 
schen Bindung ohne eine zu sein. Um eine Ziel-DNA kova- 
lent an eine ' chemisch vorbereitete' Oberflache binden zu 
konnen, bedarf es einer entsprechenden Funktionalitat der 
Ziel-DNA. DNA selbst besitzt keine Funktionalisierung, 
die geeignet ist. Es gibt verschiedene Variant en in eine 
Ziel-DNA eine geeignete Funktionalisierung einzufiihren: 
Zwei leicht zu handhabende Funktionalisierungen sind pri- 
mare, aliphatische Amine und Thiole. Solche Amine werden 
quantitativ mit N-Hydroxy-succinimidest ern umgesetzt und 
Thiole reagieren unter geeigneten Bedingungen quantitativ 
mit Alkyliodiden. Eine Schwierigkeit besteht im Einfuhren 
einer solchen Funktionalisierung in eine DNA. Die ein- 
fachste Variante ist die Einfuhrung durch einen Primer 
einer PCR. Gezeigte Varianten benutzen 5' -modif izierte 
Primer (NH 2 und SH) und einen bif unktionalen Linker. 

Ein wesentlicher Bestandteil der Immobilisierung auf ei- 
ner Oberflache ist ihre Beschaf f enheit . Bis jetzt be- 
schriebene Systeme sind haupt sachlich aus.Silizium oder 
Metall (magnetic beads). Eine weitere Methode zur Bindung 
einer Ziel-DNA basiert darauf, eine kurze Er kennungsse- 
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quenz (z.B. 20 Basen) in der Ziel-DNA zur Hybridisierung 
an ein ober f lachenimmobilisiertes Oligonukleotid zu ver- 
wenden. Es sind auch enzymatische Varianten zur Einf On- 
rung von chemisch aktivierten Positionen in eine Ziel-DNA 
beschrieben worden . Hier wird an einer Ziel-DNA enzyma- 
tisch eine 5' -NH 2 -Funktionalisierung durchgef iihrt . 

Fur die Abtastung eines immobilisiert en DNA-Arrays sind 
vielfach fluoreszent markierte Sonden verwendet worden. 
Besonders geeignet sind fur die Fluoreszenzmarkierung ist 
das einfache Anbringen von Cy3 und Cy5 Farbstoffen am 
5* OH der jeweiligen Sonde. Die Detektion der Fluoreszenz 
der hybridisierten Sonden erfolgt beispielsweise iiber ein 
Konfokalmikroskop. Die Farbstoffe Cy3 und Cy5 sind, neben 
vielen anderen, kommerziell erhaltlich. 

Eine Ubersicht iiber den Stand der Technik in der Oligomer 
Array Herstellung laftt sich auch einer im Januar 1999 er- 
schienen Sonderausgabe von Nature Genetics (Nature Gene- 
tics Supplement, Volume 21, January 1999) und der dort 
zitierten Literatur entnehmen. 

Eine relativ neue und die mittlerweile am haufigsten an- 
gewandte Methode zur Untersuchung von DNA auf 5- 
Methylcytosin beruht auf der spezifischen Reaktion von 
Bisulphit mit Cytosin, das nach anschliefiender alkali- 
scher Hydrolyse in Uracil umgewandelt wird, welches in 
seinem Basen-Paarungsverhalten dem Thymidin entspricht. 
5-Methylcytosin wird dagegen unter diesen Bedingungen 
nicht modifiziert. Damit wird die ursprungliche DNA so 
umgewandelt, dafi Methylcytosin, welches ursprunglich 
durch sein Hybridisierungsverhalten vom Cytosin nicht un- 
terschieden werden kann, jetzt durch „normale" molekular- 
biologische Techniken als einzig verbliebenes Cytosin 
beispielsweise durch Amplif ikation und Hybridisierung o- 
der Sequenzierung nachgewiesen werden kann. Alle diese 
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Techniken beruhen auf Basenpaarung , welche jetzt voll 
ausgenutzt werden kann. Der Stand der Technik, was die 
Empfindlichkeit betrifft, wird durch ein Verfahren defi- 
niert, welches die zu untersuchende DNA. in einer Agarose- 
Matrix einschlieAt, dadurch die Diffusion und Renaturie- 
rung der DNA (Bisulphit reagiert nur an einzelstrangiger 
DNA) verhindert und alle Fallungs- und Reinigungsschritte 
durch schnelle Dialyse ersetzt (Olek, A. et al., Mucl. 
Acids. Res. 1996, 24, 5064-5066). Mit dieser Methode kon- 
nen einzelne Zellen untersucht werden, was das Potential 
der Methode veranschaulicht . Allerdings werden bisher nur 
einzelne Regionen bis etwa 3000 Basenpaare Lange unter- 
sucht, eine globale Untersuchung von Zellen auf Tausende 
von moglichen Methylierungsereignissen 1st nicht mdglich. 
Allerdings kann auch dieses Verfahren keine sehr kleinen 
Fragmente aus geringen Probenmengen zuverlassig analysie- 
ren . Diese gehen trotz Dif f usionsschut z durch die Matrix 
verloren. 

Eine Obersicht uber die weiteren bekannte Mdglichkeiten, 
5-Methylcytosine nachzuweisen, kann auch dem folgenden 
iibersichtsartikel entnommen werden: Rein, T., DePamphi- 
lis, M. L., Zorbas, H . , Nucleic Acids Res. 1998, 26, 
2255. 

Die Bisulphit-Technik wird bisher bis auf wenige Ausnah- 
men (z.B. Zeschnigk, M. et al . , Eur. J. Hum. Gen. 1997, 
5, 94-98) nur in der Forschung angewendet. Immer aber 
werden kurze, spezifische Stucke eines bekannten Gens 
nach einer Bisulphit-Behandlung amplif iziert und entweder 
komplett sequenziert (Olek, A. and Walter, J., Nat. Ge- 
net. 1997, 17, 275-276) oder einzelne Cytosin-Positionen 
durch eine „Primer-Extension-Reakt ion" (Gonzalgo, M. L. 
and Jones, P. A., Nud . Acids. Res. 1997, 25, 2529-2531) 
Oder Enzymschnitt (Xiong, Z. and Laird, P.W., Nucl . A- 
cids. Res. 1997, 25, 2532-2534) nachgewiesen . Zudem ist 
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auch der Nachweis durch Hybridisierung beschrieben worden 
(Olek et al., W099 28498). 

Weitere Publikationen, die sich mit der Anwendung der Bi- 
sulfit-Technik zum Methylierungsnachweis bei einzelnen 
Genen befassen, sind: Xiong, Z. and Laird, P.W. (1997), 
Nucl. Acids Res. 25, 2532; Gonzalgo, M.L. and Jones, p!a. 
(1997), Nucl. Acids Res. 25, 2529; Grigg, s. and Clark, 
S. (1994), Bioessays 16, 431; Zeschnik, M. et al. (1997), 
Human Molecular Genetics 6, 387; Teil, R. et al. (1994), 
Nucl. Acids Res. 22, 695; Martin, V. et al . (1995), Gene 
157, 261; WO 97/46705, WO 95/15373 und WO 97/45560. 

Kodierte Partikel (Beads) finden schon seit einiger Zeit 
in sehr unterschiedlichen Gebieten ihre Anwendung. Farb- 
kodierte Beads sind zur parallelen Diagnostik von T- und 
B-Zellen eingesetzt worden (Baran und Parker, Am. J. 
Clin. Pathol. 1985, 83, 182-9). Mit radiaoaktivem Indium 
versetzte Beads sind als Indikatoren der Motilitat des 
gastrointestalen Trakts verwendet worden (Dormehl et al 
Eur. J. Nucl. Med. 1985, 10, 283-5). Kiirzlich sind zwei 
Firmen gegrundet worden, die mit f arbkodierten Kunst- 
stoffkugelchen hoch-parallele Diagnostik betreiben wollen 
(Luminex www . luminexcorp . com und Illumina 

www.illumina.com) . Diese Firmen verwenden 100 verschieden 
farbmarkierte Beads, an denen entsprechend viele ver- 
schiedene Sonden angebracht werden kdnnen. Dadurch kdnnen 
in einer Reaktion 100 verschiedene Parameter abgefragt 
werden, was z.B. 100 verschiedene diagnostische Tests 
sein konnten (Chen J, Iannone MA, Li M-S, Taylor D, Ri- 
vers P, Nelsen A J, Slent z-Kesler KA, Roses A, Weiner MP, 
„A microsphere-based assay for multiplexed single nucleo- 
tide polymorphism analysis using single base chain 
extension", Genome Research 10:549-557; Iannone MA, Tay- 
lor JD, Chen J, Li M-S, Rivers P, Slentz KA, Weiner MP, 
Multiplexed single nucleotide polymorphism genotyping' by 
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oligonucleotide ligation and flow cytometry", Cytometry 
39-131-140; 'Healey BG, Matson RS, Walt DR, „Fiberoptrc 
DNA sensor array capable of detecting point mutations", 
Analytical Chemi.stry 251: 270-279). 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es ein Analysever- 
f ahren zu schaf fen, ; welches sich durch die Kopplung eines 
hoch parallelisierbaren Probenauf bereitungsverf ahrens mxt 
einem Analyseverf ahren mit hohem Durchsatz auszeichnet. 

Die Aufgabe wird dadurch gelbst, daft ein Verf ahren zur 
Analyse von Nukleinsaureseguenzen geschaffen wird, wobea 
daft man die folgenden Schritt e ausfuhrt: 

a) Hybridisierung von Nukleinsauref ragmenten an komple- 
mentare.Sequenzen, welche auf codierten Tragern immobili- 
siert sind; 

b) " -..Hybridisierung von Sonden an die in Schritt a) hy- 
bridisierten Nukleinsauref ragmente ; 

c) sequentielle identification der codierten Trager und 
Analyse' der an diese gebundenen Sonden in einem Mas- 
senspektrometer.; • 

d) zuordnung der erhaltenen Masseninf ormation zu den 
Sequenzen der verwendeten Sonden; 

e) Abgleich der so erhaltenen Inf ormationen mit einer 
Datenbank. 

Dabei ist es erf indungsgemafi bevorzugt, daft die in 
Schritt a) hybridisierten Nukleinsauref ragmente DNA sind 
Oder daft die in Schritt a) hybridisierten Nukleinsaure- 
fragmente RNA sind oder daft die in Schritt a) hybridi- 
sierten Nukleinsaurefragmente durch die Polymerase Ket- 
tenreaktion erhaltlich sind oder daft die in Schritt a) 
hybridisierten Nukleinsaurefragmente durch Restrikt ions- 
verdau erhaltlich sind oder dali die in Schritt a) hybri- 
disierten Nukleinsaurefragmente durch Behandlung mit ei- 
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ner reversen Trans kriptase und anschlieliender Polymerase 
Kettenreaktion erhaltlich sind. 

Erf indungsgemafi bevorzugt 1st ferner, daft die in Schritt 
b) verwendeten Sonden selbst Nukleinsauren sind. 

Weiterhin 1st erf indungsgemafi bevorzugt, daft die in 
Schritt b) verwendeten Sonden PNA, Alkylphosphonat-DNA, 
Phosphorothioat-DNA oder alkylierte Phosphorothioat-DNA 
sind. 



Erfindungsgemaft bevorzugt ist aufterdem, daft, die in 
Schritt b) verwendeten Sonden entweder eine einzelne po- 
sitive oder negative Nettoladung tragen oder daft die in 
Schritt b) verwendeten Sonden chemische Gruppen tragen, 
welche deren Molekulmasse verandern oder daft die in 
Schritt b) verwendeten Sonden abspaltbare Gruppen enthal- 
ten, welche uber deren Masse identif izierbar sind. 

Erf indungsgemafi bevorzugt ist auch, daft jede der in 
Schritt b) verwendeten Sondensequenzen uber deren Sonden- 
masse identif izierbar ist. Bevorzugt ist ferner, daft die 
in Schritt b) verwendeten Sonden durch kombinatorische 
Synthese erhaltlich sind. 

Beim erfindungsgemafien Verfahren ist auch bevorzugt, daft 
die in Schritt a) verwendeten Trager uber Fluoreszenz- 
farbstoffe codiert sind oder daft die in Schritt a) ver- 
wendeten Trager uber absorbierende Farbstoffe codiert 
sind oder daft die in Schritt a) verwendeten Trager uber 
Chemiluminiszenz codiert sind oder daft die in Schritt a) 
verwendeten Trager uber Transponder codiert sind. 

Bevorzugt ist ferner, daft die in Schritt a) verwendeten 
Trager uber Nuklide codiert sind, welche mittels Elektro- 
nenspinresonanz, Kernspinresonanz oder radioaktiven Zer- 
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fall nachweisbar sind oder da* die in Schritt a) verwen- 
deten Trager liber chemische Markierungen codiert sind, 
welche massenspektrometrisch nachweisbar sind. 

Ferner ist erf indungsgemaft bevorzugt, daft man je Trager 
nur eine definierte Sequenz bindet. Wahlweise ist auch 
bevorzugt, daft man je Trager mehrere definierte Sequenzen 
bindet. 

Bevorzugt ist aber auch, daft man . an den Tragern zu den 
■primern'aus der Amplif ikation komplementare Sequenzen 
bindet. 

Bei einer erf indungsgemaften Variant* ist ferner bevor- 
zugt, daft man die Schritte a) und b) gleichzeitig aus- 
f iihrt. 

Aufterdem ist bevorzugt, daft die in der Amplif ikation. ver- 
wendeten Primer Fluoreszenzmarkierungen tragen, die erne 
Vorauswahl der Trager vor der Analyse zulassen. . : 

Besonders bevorzugt ist die erf indungsgemafte Variante des 
erfindungsgemaften Verfahren, wobei man die Trager vor der 
Durchfuhrung des Schrittes c) aufreiht, identif iziert und 
nacheinander einer Analyse zuf iihrt . 

Gleichfalls bevorzugt ist es, daft man die Trager vor der 
Durchfuhrung des Schrittes c) derart auf eine Oberflache 
verteilt, daft an vorbestimmten Orten jeweils nur ein Tra- 
ger positioniert ist. 

Das erfindungsgemafte Verfahren bevorzugt ferner, daft man 
die Sonden vor, bei oder nach der Einfiihrung ins Mas- 
senspektrometer vom Trager lost. 
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Aufterdem ist bevorzugt, daft man zur Desorption eine Mat- 
rix zugibt. 

Besonders bevorzugt ist es, daft man die Analyse mittels 
MALDI-Massenspektrometrie durchf iihrt . 

In einer anderen Variante des erf indungsgemaften Verfah- 
rens ist es bevorzugt, daft man die Analyse mittels ESI- 
Massenspektrometrie durchf iihrt . 

Bevorzugt ist es auch, daft man eine Ionenfalle in der 
massenspekrometrischen Analyse einsetzt. 

Eine besonders bevorzugte Variante des Verfahrens ist es, 
daft die Identif ikat ion des Tragers und die Analyse der 
hybridisierten Sonden in einem Verf ahrensschritt erfol- 
gen. 

Ganz besonders ist es erf indungsgemaft bevorzugt, daft man 
die in Schritt a) eingesetzte DNA zuvor mit Sulfit oder 
Disulfit oder einer anderen Chemikalie derart behandelt, 
daft alle nicht an der 5-Position der Base methylierten 
Cytosinbasen derart verandert werden, daft eine dem Basen- 
paarungsverhalten nach unterschiedliche Base entsteht, 
wahrend die an der 5-Position methylierten Cytosine un- 
verandert bleiben. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist 
ein Kit, enthaltend codierte Trager mit gebundenen DNA- 
Sequenzen und/oder Sonden sowie Information uber die ent- 
haltenden Sondensequenzen und deren Massen. 

Beschrieben wird also ein Verfahren zur Analyse von Nuk- 
leinsauresequenzen, das sich durch die Ausfuhrung foigen- 
der Schritte kennzeichnet : 
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im ersten" Schritt werden beliebige Nukleinsauref ragmente 
an komplementare Sequenzen, welche auf codierten Tragern 
immobilisiert sind, hybridisiert . 

Die Nukleinsauref ragmente konnen dabei DNA und/oder RNA 



sein . 



In einer besonders bevorzugten Variante des Verfahrens 
werden die hybridisierten DNA-Fragmente zuvor durch die 
Polymerase Kettenreaktion hergestellt. In einer besonders 
bevorzugten Variante des Verfahrens geht der Polymerase 
Kettenreaktion eine Behandlung yon RNA mit einer reversen 
Transkriptase voraus. 

In einer weiteren bevorzugten Variante des Verfahrens 
werden die hybridisierten Nukleinsauref ragmente durch 
Restriktionsverdau hergestellt. 

Die Codierung der Trager erfolgt bevorzugt uber Fluores- 
zenzfarbstoffe und/oder iiber absorbierende Farbstof f e 
und/oder uber Chemiluminiszenz und/oder iiber Transponder 
und/oder uber Elektronenspinresonanz und/oder uber Kern- 
spinresonanz und/oder radiaktiven Zerfall. 

In einer besonders bevorzugten Variante des Verfahrens 
erfolgt die Codierung der Trager iiber chemische Markie- 
rungen, welche sich massenspektrometrisch nachweisen las- 
sen. 

An jeden Trager konnen' spezifisch jeweils eine definierte 
Ziel-Sequenz' oder auch mehrere unterschiedliche , defi- 
nierte Ziel-Sequenzen gebunden werden. In einer besonders 
bevorzugten Variante des Verfahrens sind an den Tragern 
zu den Primern aus der Amplif ikation komplementare Se- 
quenzen gebunden. 

In einer besonders bevorzugten Variante des Verfahrens 
wird die eirigesetzte DNA zuvor bevorzugt mit Sulfit oder 
Disulfit oder aber einer anderen Chemikalie derart behan- 
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delt, daft alle nicht an der 5-Position der Base methy- 
lierten Cytosinbasen derart verandert werden, daB eine 
dem Basenpaarungsverhalten nach unterschiedliche Base 
entsteht, wahrend die an der 5-Position methylierten Cy- 
tosine unverandert bleiben. Diese Ausfuhrung kann zur I- 
dentifikation von Cytosin-Methylierungsmustern in DNA- 
Proben verwendet werden. 

Im zweiten Verf ahrensschritt wird eine Hybridisierung von 
Sonden an die im ersten Schritt hybridisierten Nuklein- 
saurefragmente durchgef uhrt . 

In einer bevorzugten Ausf uhrungsf orm des Verfahrens sind 
die verwendeten Sonden selbs t ■ DNA . In einer besonders be- 
vorzugten Variante sind die Sonden PNA (Peptide Nucleic 
Acids) und/oder Alkylphosphonat-Oligonukleotide und/oder 
Phosphorothioat-DNA Oder alkylierte Phosphorothioat-DNA 
Oder Chimare dieser Verbindungsklassen . 

In einer weiteren, besonders bevorzugten Variante des 
Verfahrens tragen die verwendeten Sonden entweder eine 
positive oder negative einzelne Nettoladung. In einer 
weiteren bevorzugten Variante tragen die Sonden chemische' 
Gruppen, die der Veranderung ihrer Molekulmasse dienen . 

In einer weiteren bevorzugten Variante enthalten die ver- 
wendeten Sonden abspaltbare Gruppen, deren Masse wiederum 
zu ihrer Identif izierung genutzt werden kann. 

In einer besonders bevorzugten Ausfuhrung des Verfahrens 
ist die Zusammensetzung einer Sondenbibliothek so ge- 
wahlt, daB jede der verwendeten Sondensequenzen uber die 
Sondenmasse eindeutig identif i zierbar ist. In einer be- 
sonders bevorzugten Variante des Verfahrens werden die 
Sondenbibliotheken durch kombinatorische Synthese herge- 
stellt. 
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in einer besonders bevorzugten Ausfuhrung des Verfahrens 
warden der erste und zweite Schritt des Verfahrens 
gleichzeitig ausgefuhrt. In einer weiteren Variante wxrd 
der zweite Verf ahrensschritt vor dem ersten durchgef uhrt . 

Im dritten Schritt des Verfahrens wird eine sequentielle 
Identifikation der codierten Trager und Analyse, der an 
" diesen gebundenen Sonden in einem Massenspektrometer 
durchgefuhrt und in einem weiteren Schritt die erhaltene 
Masseninformation zu den Sequenzen der verwendeten Sonden 
zugeordnet. Zur Identifikation der Beads dient die oben 
erwahnte Codierung. Das Ablesen der Codierung kann vor, 
wahrend oder nach der Detektion der hybridisierten Sonden 
erfolgen. 

In einer besonders bevorzugten Verf ahrensausf uhrung tra- 
gen die in der Amplif ikation verwendeten Primer Fluores- 
zenzmarkierungen, die eine Vorauswahl der Trager vor der 
Analyse zulassen. 

in einer weiteren bevorzugten Variante des Verfahrens 
werden die Trager vor der Analyse auf gereiht und nachein-, 
ander einer Analyse zugefuhrt . Alternativ konnen die Tra- 
ger vor der Analyse derart auf eine Oberfache verteilt 
werden, dalJ an vorbestimmten Orten jeweils nur ein Trager 
positioniert wird. 

In einer besonders bevorzugten Variants' des. Verfahrens 
werden die Sonden vor, bei oder nach der Einfuhrung ins 
Massenspektrometer vom jeweiligen Trager gelost. 

In einer besonders bevorzugten Variante des Verfahrens 
wird die Analyse mittels MALDI-Massenspekt rometrie durch- 
gefuhrt. Bevorzugt wird zur besseren Desorption im Mas- 
senspektrometer eine Matrix zugegeben. Alternativ kann 
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die Analyse mittels ESI-Massenspektrometrie durchgefiihrt 
werden. Bevorzugt ist ebenfalls die Verwendung einer Io- 
nenfalle in der massenspektrometrischen Analyse. 

In einer besonders bevorzugten Variante des Verfahrens 
erfolgt die Identif ikation des Tragers und die Analyse 
der hybridisierten Sonden in einem Verf ahrensschritt . 

Im letzten Schritt erfolgt ein Abgleich der Inf ormationen 
mit einer Datenbank. Zuvor werden die Analyseergebnisse 
mit der Codierung der Beads assoziiert. Somit ist be- 
kannt, welche Sondenmuster zu welcher Ausgangssequenz auf 
den Beads korrelieren. 



Weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Kit, der co- 
dierte Trager mit gebundenen DNA-Sequenzen und/oder Son- 
den und/oder Information uber die enthaltenen Sondense- 
quenzen und deren Massen enthalt . 

Die folgenden Beispiele erlautern die Erfindung. 
Beispiel 1 

Bindung von Oligonukleotiden an kodierte Partikel. 



Die kodierten Partikel sind carboxylatbeschichtet . Die 
Carboxylatgruppen werden mit Acylisoharnstof f ■ (l-Ethyl-3- 
(3-Dimethylaminopropyl) Carbodiimid Hydrochlorid) zur Ak- 
tivierung verestert . Anschliessend wird der Sulfo-NHS Es- 
ter gebildet. An diesen wird ein aminomodif iziertes Oli- 
gonukleotid gebunden. Das aminomodif izierte Oligonukleo- 
tid lasst sich auch unmittelbar an die mit l-Ethyl-3- (3- 
Dimethylaminopropyl) Carbodiimid Hydrochlorid aktivierten 
kodierten Partikel binden. 



Beispiel 2 

Codierung der Beads mit Massenlabeln 
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Die Beads werden wie oben beschrieben aktiviert und nach- 
folgend wird ein photolabiler "Linker; wie auch aus der 
Peptidsynthese bekannt, gekoppelt . Nachfolgend wird das 
Oligomer, welches die Proben-DNA binden soil, sowie die 
zur Codierung verwendeten Molekule, in diesem Fall Trx 
peptide mit charakteristischer Masse,' an< die Linker ge- 
koppelt. Dabei kommt bekanrite Peptidchemie zum Einsatz, 
wie sie auch tnter anderem in der PNA-Synthese verwendet 
wird "(HATU als Aktivator , ' alternativ EDC)v 

Bel spiel 3 

Hybridisierung 'der Proben 

Das PCR-Produkt wird an 30mer Oligonucleotide , die an das 
Bead immobilisiert sind, " hybridisiert , unter Bedingungen 
wie sie dem Fachmann gelaufig sind (T = 41°C, NH 4 C1 0,7 
M -Citrat 0,07 M, -Larouylsarcosinat 3,6 %)...Das PCR- 
Produkt wird auf an sich bekannte Art bevorzugt asynunet- 
risch hergestellt, in dem der Forward oder reverse-Primer 
in ca. 6fach hbherer Konzentration eingesetzt wird. Nach 
der 1. Hybridisierung wird zunachst mit Puffer und dann 
sehr kurz mit aqua dest . nachgewaschen . 

Beispiel 4 

Hybridisierung der Sonden 

Die Hybridrsierung einer PNA-Sonde an die inzwischen an 
das Bead gebundene DNA-Probe erfolgt bei T = 32°C (llmer 
Sonde) in einem fur diese Zwecke geeigneten Puffer, z.B. 
NH 4 C1 0,23 M, Citrat 0,023 M, Larouylsarcosinat 3,6 %. 
Nach der 2. Hybridisierung wird ebenfalls mit dem Hybri- 
disierungspuffer und sehr kurz mit aqua dest. nachgewa- 
schen . 
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Beispiel 5 

Massenspektrometrische Identif ikation der codierten Beads 
mit gleichzeitiger Analyse 

Variante 1 : 

Die massencodierten Beads mit den hybridisierten Sonden 
werden in eine Mikrotiterplatte verteilt, pro Well bevor- 
zugt ein Bead. Die Mikrotiterplatte wird nachfolgend mit 
einem wassrigen Puffer befullt, im einfachsten Fall wird 
destilliertes Wasser verwendet . Die Mikrotiterplatte wird 
derart belxchtet, dass es zu einer Spaltung' des photola- 
bilen Linkers kommt, entsprechend den Spezif ikat ionen des 
Herstellers des Linkers, beispielsweise mit einer Hg- 
Hochdrucklampe. Die Losung wird entweder unmittelbar in 
einem ESI-Massenspektrometer vermessen oder aber nach 
Vermischen mit einer Matrix (s.u.) auf einem MALDI- 
Probentrager eingetrocknet und nachfolgend vermessen. 

Variante 2: 

Die massencodierten Beads mit den hybridisierten Sonden 
werden zusammen mit einer Matrix direkt auf einen MALDI- 
Probentrager aufgebracht. Die Positionen der Beads auf 
dem Probentrager werden identif iziert und die hybridi- 
sierten Sonden sowie die Massencodierung in einem Schritt 
identif iziert. Dabei werden die photolabilen Linker durch 
das eingestrahlte Laserlicht gespalten und damit auch die 
Massencodierungen freigesetzt. 

Beispiel 6 

Analyse auf dem Massenspekt rometer 

Die Beads mit den an diese hybridisierten Sonden werden 
auf die Wells einer Mikrotiterplatte verteilt, wie auch 
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fur kombinatorische Festphasensynthesen ublich, wobei je- 
des Well bevorzugt nur ein Bead enthalten soil. Die Wells 
werden mit einem Puffer zur Aufnahme der Sonden gefullt, 
irn einfaehsten Fall kann destilliertes Wasser verwendet 
• werden. Werden PNAs als Sonden eingesetzt, so hat sxch 
die Verwendung von 0,1% TFA bewahrt. 

. /Die hybridisierten Sonden werden" entweder thermisch oder 
mittels eines denaturierenden Reagenzes, wie,z.B. 40% . 
Formamid, von den Beads abgelost. Nun werden die Losungen 
direkt auf den Probentrager des Massenspektrometers auf- 
gebracht. In diesem Beispiel wird ein Bruker Biflex Mas- 
senspektrometer mit Scout 384 Ionenquelle verwendet. Da- 
durch ist es moglich, dass die Losungen aus einer 3B4er 
Mikrotiterplatte direkt mittels Pins iibertragen werden 
konnen, da der Abstand der Wells ' in " der Mikrotiterplatte 
dem Abstand der Proben auf dem Probentrager entspricht. 
" Nachf olgend wird gleichermaSen die MALDI Matrix aufgetra- 
gen, wobei je nach Sonde- unterschiedliche Varianten zum 
Einsatz kommen konnen. Fur PNA Sonden hat sich beispiels- 
weise eine l%ige Losung von alpha-Cyano-4-hydroxyzimt- 
sauremethylester und a lpha-Cyano-4-methoxyzimtsaure im 
Verhaltnis 1:1 bewahrt. 

Die Massen der Sonden werden wie dem Fachmann bekannt be- 
stimmt und aus dem Muster auf die Sequenzen der an die 
Beads gebundenen DNA Fragmente geschlossen. 
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Patentanspruche 

Verfahren zur Analyse von Nukleinsauresequenzen, da- 
durch gekennzeichnet, dafi man die folgenden Schritte 
ausfuhrt : 



a) Hybridisierung von Nukleinsauref ragmenten an 
komplementare Sequenzen, welche auf codierten Tragern 
immobilisiert sind; 

b) Hybridisierung von Sonden an die in Schritt a) 
hybridisierten Nukleinsauref ragmente ; 

c) sequentielle Identif ikation der codierten Tra- 
ger und Analyse der an diese gebundenen Sonden in ei- 
nem Massenspektrometer ; 

d) Zuordnung der erhaltenen Masseninf ormation zu 
den Sequenzen der verwendeten Sonden; 

e) Abgleich der so erhaltenen Inf ormationen mit 
einer Datenbank. 

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
dafi die in Schritt a) hybridisierten Nukleinsaure- 
fragmente DNA sind. 

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
dafl die in Schritt a) hybridisierten Nukleinsaure- 
f ragmente RNA sind. 

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
dafi die in Schritt a) hybridisierten Nukleinsaure- 
fragmente durch die Polymerase Kettenreaktion erhalt- 
lich sind. 
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Verfahren nach einem der vorangehenden Anspruche, da- 
durch gekennzeichnet, dafi die in Schritt a) hybridi- 
sierten Nukleinsaurefragmente durch Restriktionsver- 
dau erhaltlich sind.. . 

Verfahren nach einem der vorangehenden Anspruche, da- 
durch gekennzeichnet," daft die in Schritt a) hybridi- 
sierten Nukleinsaurefragmente durch Behandlung mit. 
einer reversen Transkriptasp und anschliefiender Poly- 
merase, Kettenreaktion erhaltlich sind. , 

7. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspruche, da- 
durch gekennzeichnet., dafi die in Schritt b) verwende- 
ten Sonden selbst Nukleinsauren sind. 

8. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspruche, da- 
durch gekennzeichnet, dafi die in Schritt b) verwende- 

• ten Sonden PNA, . Alkylphosphonat-DNA, Phosphorothioat- 
DNA oder alkylierte Phosphorothioat-DNA sind. 

9. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspruche, da- 
durch gekennzeichnet, dafi die in Schritt b) verwende- 
ten Sonden entweder eine einzelne positive oder nega- 
tive Nettoladung tragen. 

10. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspruche da- 
durch gekennzeichnet, dafi die in Schritt b) verwende- 
ten Sonden chemische Gruppen tragen, welche deren Mo- 
lekiilmasse verandern. 

11. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspruche, da- 
durch gekennzeichnet, dafi die in Schritt b) verweride- 
ten Sonden abspaltbare Gruppen enthalten, welche iiber 
deren Masse identif izierbar sind. 
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12. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspruche, da- 
durch gekennzeichnet, daft jede der in Schritt b) ver- 
wendeten Sondensequenzen uber deren Sondenmasse iden- 
tifizierbar ist. 

13. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspruche, da- 
durch gekennzeichnet, daft die in Schritt b) verwende- 
ten Sonden durch kombinat orische Synthese erhaltlich 
sind. 



14. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
dafi die in Schritt a) verwendeten Trager iiber Fluo- 
reszenzf arbstof f e codiert sind. 

15. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
daft die in Schritt a) verwendeten Trager uber absor- 
bierende Farbstoffe codiert sind. 

16. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
daft die in Schritt a) verwendeten Trager uber Chemi- 
luminiszenz codiert sind. 

17. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
daft die in Schritt a) verwendeten Trager uber Trans- 
ponder codiert sind. 

18. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
daft die in Schritt a) verwendeten Trager uber Nuklide 
codiert sind, welche mittels Elektronenspinresonanz , 
Kernspinresonanz oder radioaktiven Zerfall nachweis- 
bar sind. 



19. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 

daft die in Schritt a) verwendeten Trager uber chemi- 
sche Markierungen codiert sind, welche massenspektro- 
metrisch nachweisbar sind. 
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20. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspruche, da- 
durch .gekennzeichnet, dall man je Trager nur eine de- 
finierte Sequenz bindet. 

21. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspruche, da- 
durch gekennzeichnet, daU man je Trager mehrere defi- 
nierte Sequenzen bindet. . . 

22. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspruche, da- 
durch gekennzeichnet, dali man an den Tragern zu den 
Primern aus der Amplif ikation komplementare' Sequenzen 
bindet . 

23. Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, 
daJJ man die. Schritte a), und b) gleichzeitig ausfuhrt. 

24. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspruche, da- 
durch gekennzeichnet, daft die in der Amplif ikation 
verwendeten Primer Fluoreszenzmarkierungen tragen, 

: die eine Vorauswahl der Trager vox der Analyse zulas- 
sen. 

25. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspruche, da- 
durch gekennzeichnet, dafi man die Trager vor der 
Durchfuhrung des Schrittes c) aufreiht, identif iziert 
und nacheinander einer Analyse zuf uhrt . 

26. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspruche, da- 
durch gekennzeichnet, daB man die Trager vor der 
Durchfuhrung des Schrittes c) derart auf eine Ober- 
flache verteilt, dafi an vorbest immten Orten jeweils 
nur ein Trager positioniert ist. 

27. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspruche, da- 
durch gekennzeichnet, dali man die Sonden vor, bei o- 
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der nach der Einfuhrung ins Massenspektrometer vom 
Trager lost. 

28. Verfahren nach einera der vorangehenden Anspruche, da- 
durch gekennzeichnet, daB man zur Desorption eine Ma- 
trix zugibt. 

29. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspruche, da- 
durch gekennzeichnet, daft man die Analyse mittels 
MALDI-Massenspektrometrie durchf iihrt . 

30. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 23, dadurch 
gekennzeichnet, daft man die Analyse mittels ESI- 
Massenspektrometrie durchf iihrt . 

31. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspruche da- 
durch gekennzeichnet, daft man eine Ionenfalle in der 
massenspekrometrischen Analyse einsetzt. 

32. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspruche, da- 
durch gekennzeichnet, daft die Identif ikation des Tra- 
gers und die Analyse der hybridisierten Sonden in ei- 
nem Verfahrens.s.chritt erfolgen. 

33. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspruche, da- 
durch gekennzeichnet, daft man die in Schritt a) ein- 
gesetzte DNA zuvor mit Sulfit oder Disulfit oder ei- 
ner anderen Chemikalie derart behandelt, daft alle 
nicht an der 5-Position der Base methylierten Cyto- 
sinbasen derart verandert werden, daft eine dem Basen- 
paarungsverhalten nach unterschiedliche Base ent- 
steht, wahrend die an der 5-Position methylierten Cy- 
tosine unverandert bleiben. 
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Kit, enthaltend codierte Trager mit gebundenen DNA- 
Sequenzen und/oder Sonden sowie Information iiber die 
enthaltenden Sondensequenzen und deren Massen. 
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